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Однією з основних причин
смертності й інвалідизації лю-
дей у всьому світі є порушен-
ня мозкового кровообігу [1]. Що-
року на планеті, згідно з дани-
ми ВООЗ, ця патологія уражає
близько 15 млн людей [2]. У
Теорія та експеримент
зв’язку зі зміною демографіч-
ної ситуації та збільшенням
тривалості життя населення
інсульт становитиме значну
медико-соціальну проблему
упродовж наступних 20 років
[3]. Серед різних видів пору-
шення мозкового кровообігу
переважають ішемічні, частка
яких становить 87 % від за-
гальної кількості інсультів [4].
За сучасною уявою, ішемічний
інсульт — це зниження інтен-
сивності кровопостачання тка-
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Исследовано в динамике влияние неполной глобальной ишемии-реперфузии головного мозга
на активность проапоптотических процессов в нейронах и глиальных клетках коры лобной доли
больших полушарий. Показано, что ишемия-реперфузия вызывает увеличение плотности рас-
положения и процента р53+ нервных клеток в коре лобной доли полушарий головного мозга и
процента р53+ глиальных клеток на 12-е сутки ишемически-реперфузионного периода. Ишеми-
чески-реперфузионное повреждение головного мозга нарушает морфометрические параметры
р53+ нейро- и глиоцитов коры лобной доли как в раннем, так и в позднем периодах наблюдения.
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INFLUENCE OF BILATERAL CAROTID ISCHEMIA-REPERFUSION ON THE STRUCTURE OF
р53+-CELLS POPULATION IN THE FRONTAL AREA OF THE CEREBRAL CORTEX OF RATS
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Introduction. One of the main causes of mortality and disability of people in the whole world is
disorders of cerebral circulation. Meanwhile, against the ground of disorders of cerebral microcircula-
tion energy deficiency, lactate acidosis, oxidative stress and cellular death occur. Although, genome
reaction plays one of the main roles in pathogenesis of cerebral disorders; р53+ gene associated with
triggering programmed cellular death is of special interest.
Objective. To study the influence of incomplete global cerebral ischemia in dynamics with further
reperfusion of various duration on the peculiarities of apoptosis of the nerve and glia cells of the fron-
tal area of the cerebral cortex in male rats.
Materials and methods. Ischemia-reperfusion was modeled in laboratory rats. After that the cor-
tex of the frontal cerebral area was taken, fixed in 10% Bouin’s solution, coated with paraffin blocks,
and histological cuts were prepared 5 mcm thick and incubated with monoclonal antibodies to р53+
gene. The processed histological cuts were examined by means of the computed system of digital
analysis of VIDAS-386 image.
Results of the research. Bilateral carotid ischemia-reperfusion was found to cause the increase
of location density and percentage of р53+ nerve cells in the cortex of the frontal cerebral area, and
the percentage of р53+ glia cells on the 12th day of ischemic-reperfusion period. Ischemic-reperfusion
lesion of the brain disturbs morphometric parameters of р53+ nerve and glia cells of the cortex in the
frontal cerebral area both in early and late periods of observation.
Key words: cortex of the frontal area, ischemia-reperfusion, apoptosis.
# 4 (150) 2015 7
нин головного мозку, у резуль-
таті якого спостерігається змен-
шення доставки до нервових
і гліальних клітин необхідної
кількості глюкози та кисню [5–
7]. При цьому на фоні порушень
мікроциркуляції розвивається
енергетичний дефіцит, фор-
мується глутамат-кальцієвий
каскад із надмірним внутріш-
ньоклітинним нагромадженням
іонів Ca2+ та явищами ексайто-
токсичності, лактатацидозу, ок-
сидативного стресу і загибелі
клітин шляхом некрозу або
апоптозу [8]. Проте одну з
основних ролей у патогенезі
ішемічного ушкодження струк-
тур головного мозку відіграє
реакція геному. Особливу за-
цікавленість викликає ген р53+,
який пов’язаний із запуском за-
програмованої клітинної смерті
[9].
Порушення апоптичної ак-
тивності нейрональних клітин
за умов ішемії з одногодинною
реперфузією в гіпокампі голов-
ного мозку підтверджені екс-
периментально [10; 11]. Однак
динаміка цих процесів у корі
півкуль головного мозку за
умов двобічної каротидної іше-
мії з реперфузією  (ДКІР) різ-
ної тривалості вивчена недо-
статньо.
Мета роботи — вивчити в
динаміці вплив неповної гло-
бальної ішемії головного моз-
ку з подальшою реперфузією
різної тривалості на особливос-
ті апоптозу нервових і гліаль-
них клітин кори лобової част-
ки півкуль у щурів-самців.
Матеріали та методи
дослідження
У дослідженні використано
шестимісячних білих неліній-
них щурів-самців таких експе-
риментальних груп: 1-ша —
контрольні; 2-га — щури, яких
виводили з експерименту че-
рез 1 год після 20-хвилинної
ДКІР; 3-тя — тварини, яких
виводили з експерименту на
12-ту добу після моделювання
20-хвилинної ДКІР.
Контролем слугували хибно-
оперовані щури, яким прово-
дили пошарово розтин шкіри
та підшкірно-жирової кліткови-
ни і виділення загальних сон-
них артерій, але без перетис-
кання судин.
Неповну глобальну ішемію
мозку моделювали 20-хвилин-
ним кліпсуванням загальних
сонних артерій [12], після чого
кровотік по цих судинах віднов-
лювали. Для вивчення ранніх
наслідків ішемії-реперфузії
мозку частину тварин виводи-
ли з експерименту через 1 год
після завершення реперфу-
зійного періоду, а решту — на
12-ту добу. Моделювання ка-
ротидної ішемії та декапітацію
здійснювали під каліпсоловим
наркозом  (75 мг/кг маси тіла).
Користуючись атласом стерео-
таксичних координат [13], на
холоді брали кору лобової част-
ки (КЛЧ) півкуль головного
мозку, упродовж доби фіксува-
ли її в 10 % розчині Буена і за-
ливали в парафінові блоки, з
яких готували гістологічні зрі-
зи завтовшки 5 мкм. Серійні
зрізи депарафінували у ксило-
лі, регідрували в низхідних кон-
центраціях етанолу, тричі по
10 хв відмивали в 0,1 М фос-
фатному буфері (pH=7,4). Екс-
пресію білка р53+ виявляли
методом подвійної імунофлуо-
ресценції. Для цього регідро-
вані гістологічні зрізи інкубува-
ли впродовж 18 год у вологій
камері при температурі 4 °С із
первинними кролячими моно-
клональними антитілами до
білка р53 щурів  (Santa Crus
Biotechnology, США) у розве-
денні 1 : 1000. Після відмиван-
ня надлишку первинних анти-
тіл в 0,1 М фосфатному буфе-
рі проводили інкубацію зрізів
упродовж 60 хв (Т=37 °С) із
вторинними антитілами в роз-
веденні 1 : 64. Як вторинні ан-
титіла використовували козячі
антитіла до повної молекули
IgG кроля, кон’юговані з флуо-
ресцеїну ізотіоціонатом (San-
ta Crus Biotechnology, США).
Після інкубації зрізи промива-
ли в 0,1 М фосфатному буфе-
рі, поміщали у суміш гліцерину
та фосфатного буфера (9 : 1)
для подальшої люмінесцент-
ної мікроскопії. Оброблені гіс-
тологічні зрізи досліджували за
допомогою комп’ютерної сис-
теми цифрового аналізу зоб-
раження VIDAS-386  (Kontron
Elektronik, Німеччина).
Усі тварини утримувалися
на стандартному раціоні хар-
чування віварію, при природній
зміні дня і ночі. Експеримен-
тальні втручання здійснювали
відповідно до основних по-
ложень GLP (1981) Конвенції
Ради Європи про охорону
хребетних тварин, яких вико-
ристовують в експериментах
та інших наукових цілях, від
18.03.1986 р.; Директиви ЄЕС
№ 609 від 24.11.1986 р. і На-
казу МОЗ України № 690 від
23.09.2009 р.
Цифрові результати експе-
риментальних досліджень об-
роблені на персональному
комп’ютері в прикладній про-
грамі “Statistica 6.0”. Статис-
тичну значущість відмінностей
оцінювали за t-критерієм Стью-
дента для незалежних вибірок.
Дані представлені у вигляді
середніх арифметичних і стан-
дартного відхилення.
Результати дослідження
та їх обговорення
Вивчення серійних зрізів
КЛЧ півкуль головного мозку
контрольних тварин, поперед-
ньо інкубованих з монокло-
нальними антитілами до р53+,
показало  (табл. 1), що щіль-
ність розташування р53+ глі-
альних клітин у досліджуваній
частці утричі вища, ніж р53+-
нейроцитів, що зумовлено
більш інтенсивним рівнем апо-
птозу гліоцитів.
Каротидна ішемія з одно-
годинною реперфузією не при-
вела до вірогідних змін щіль-
ності р53 позитивних нервових
і гліальних клітин КЛЧ. Проте
у пізньому постішемічному пе-
ріоді  (12-та доба) у досліджу-
ваній частці кори спостерігало-
ся вірогідне зростання щільнос-
ті р53+-нейроцитів удвічі щодо
показника в контрольних щу-
рів і у 2,4 разу — по відно-
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шенню до раннього постіше-
мічного періоду.
Аналіз відсоткового співвід-
ношення різних класів р53+-
клітин КЛЧ показав, що у ран-
ньому постішемічному періоді
вірогідних змін не відбулося.
Однак на 12-ту добу ішемічно-
реперфузійного періоду вияв-
лено зростання частки р53+-
нейроцитів як щодо показни-
ка в контролі, так і щодо ран-
нього терміну спостереження
(на 64 та 111 % відповідно).
Незважаючи на відсутність до-
стовірних змін щільності розта-
шування р53+ гліальних клітин,
їх частка достовірно зменши-
лася на 22 % порівняно з по-
казником у контрольної групи
тварин і на 28 % — щодо ран-
нього постішемічного періоду.
У динаміці спостереження
співвідношення р53+-нейрони/
гліальні клітини мало такий
вигляд: контроль — 2,86; ран-
ній постішемічний період —
3,99; пізній — 1,36. Це дозво-
ляє дійти висновку, що в ран-
ньому ішемічно-реперфузійному
періоді більш виражених апо-
птичних змін зазнають нервові
клітини, а на 12-ту добу ішемії-
реперфузії — гліальні клітини.
Вивчення морфометричних
параметрів даних клітин КЛЧ
у ранньому постішемічному
періоді показало, що площа
р53+ нервових клітин вірогідно
зменшилася на 18 % щодо
контролю, тимчасом як дослі-
джуваний параметр р53+ глі-
альних клітин змін не зазнав
(табл. 2).
У пізньому ішемічно-репер-
фузійному періоді площа р53+-
гліоцитів вірогідно підвищила-
ся на 36 % щодо показника в
контрольних щурів і на 27 % —
щодо раннього терміну спосте-
реження.
У ранньому періоді ішемічно-
реперфузійного ушкодження
КЛЧ півкуль головного мозку
виявлено вірогідне зростання
коефіцієнта форми р53+ нер-
вових клітин на 16 % порів-
няно з контролем. В умовах
пізнього терміну спостережен-
ня досліджуваний параметр
підвищився на 27 % щодо кон-
тролю і на 9 % — щодо ранньо-
го ішемічно-реперфузійного
періоду. Коефіцієнт елонгації
р53+-нейроцитів за умов ран-
ньої ішемії-реперфузії змін
Таблиця 1
Кількість р53+-нейроцитів і гліоцитів у корі лобової частки
півкуль щурів з ішемічно-реперфузійним ушкодженням
головного мозку (на 1 мм2), М±m
  Група спостереження Кількість р53+-нейро- Кількість р53+-гліо-цитів на 1 мм2 цитів на 1 мм2
Контроль, n=11 21,89±2,13 62,48±5,06
25,88±2,51 74,12±2,51
Ішемія-реперфузія 17,64±1,87 64,42±5,60
(20 хв/1 год), n=11 20,05±2,03 79,95±2,03
Ішемія-реперфузія 42,11±4,69*^ 58,01±5,65
(12 діб), n=11 42,45±3,45*^ 57,54±3,45*^
Примітка. У чисельнику — сумарна щільність різних класів клітин на 1 мм2
кори лобової частки; у знаменнику — відсоток різних класів клітин; вірогідність
різниці: * — порівняно з контролем; ^ — порівняно з ішемією-реперфузією
(20 хв/1 год)
Примітка. Вірогідність різниці порівняно з р1 — контролем (p1<0,05; p1<0,01; p1<0,001); р2 — ішемією-реперфу-зією (20 хв/1 год) у контрольних тварин (p2<0,05; p2<0,01; p2<0,001).
Таблиця 2
Морфометричні параметри р53+ нервових і гліальних клітин
кори лобової частки півкуль щурів з ішемічно-реперфузійним ушкодженням
головного мозку, М±m
 Група спостереження Площа, Коефіцієнт Коефіцієнт Концентрація Вміст Дисперсіямкм2 форми елонгації ІРМ Еіф ІРМ Еіф розподілу ІРМ
Нервові клітини
Контроль, n=11 116,03±7,08 0,453±0,016 0,571±0,014 0,408±0,006 2,37±0,03 56,54±1,99
Ішемія-реперфузія 94,90±6,86 0,526±0,016 0,577±0,014 0,403±0,006 2,28±0,03 64,42±2,17
(20 хв/1 год), n=11 р1<0,05 р1<0,01 — — р1<0,05 р1<0,01
Ішемія-реперфузія 103,66±7,08 0,574±0,018 0,618±0,014 0,365±0,005 2,29±0,03 62,83±1,54
(12 діб), n=11 — р1<0,001 р1<0,05 р1<0,001 р1<0,05 р1<0,05
— р2<0,05 р2<0,05 р2<0,001 — —
Гліальні клітини
Контроль, n=11 8,90±0,32 0,807±0,007 0,661±0,006 0,381±0,003 1,25±0,01 56,19±1,27
Ішемія-реперфузія 9,52±0,34 0,814±0,007 0,669±0,006 0,375±0,002 1,26±0,01 64,27±1,16
(20 хв/1 год), n=11 — — — — — р1<0,001
Ішемія-реперфузія 12,07±0,73 0,793±0,012 0,653±0,010 0,332±0,003 1,32±0,03 56,67±1,23
(12 діб), n=11 р1<0,001 — — р1<0,001 р1<0,05 —р2<0,001 — — р2<0,001 — р2<0,001
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не зазнав, однак у пізньому
постішемічному періоді відмі-
чалося його зростання на 8 %
порівняно з показниками ін-
тактної групи тварин і на 7 % —
порівняно з попереднім термі-
ном спостереження.
В обох термінах ішемічно-
реперфузійного ураження КЛЧ
півкуль не виявлено достовір-
них змін коефіцієнта форми та
елонгації р53+ гліальних клітин.
У ранньому ішемічно-репер-
фузійному періоді в клітинах
досліджуваного відділу голов-
ного мозку достовірних змін
концентрації р53 імунореактив-
ного матеріалу  (ІРМ) не зафік-
совано. Аналіз результатів ви-
вчення пізнього впливу ішемії-
реперфузії головного мозку на
концентрацію р53-ІРМ пока-
зав, що даний показник у нер-
вових клітинах знижується на
11 % щодо контролю і на 10 %
— щодо показника в ранньому
терміні спостереження, а в глі-
альних клітинах — на 13 та
12 % відповідно.
За умов раннього та пізнього
ішемічно-реперфузійного ура-
ження КЛЧ півкуль головного
мозку в нейроцитах спостеріга-
лося зменшення загального
вмісту р53-ІРМ на 4 % щодо
контролю. Проте в гліоцитах
досліджуваної частки кори тва-
рин, яким виконано ДКІР, на
12-ту добу, навпаки, відмічало-
ся зростання вмісту р53-ІРМ
на 5 % щодо контролю.
Каротидна ішемія з одно-
годинною реперфузією при-
звела також до підвищення в
КЛЧ півкуль на 14 % дисперсії
розподілу р53-ІРМ у нервових
і гліальних клітинах. Однак на
12-ту добу ішемічно-реперфу-
зійного періоду даний пара-
метр у гліоцитах зменшився на
12 % щодо контролю, а в нейро-
цитах, навпаки, зріс на 11 %.
За даними літератури відо-
мо, що ініціація програмованої
клітинної загибелі регулюється
проапоптотичним білком р53
[14]. Цей фактор знаходиться
в неактивному стані за відсут-
ності ушкоджень генетичного
апарату, але активується при
появі порушень, зокрема ішемії-
реперфузії. Активація полягає
в набуванні здатності взаємо-
діяти з ДНК і запускати транс-
крипцію генів, що містять у ре-
гуляторній ділянці нуклеотид-
ну послідовність — ділянку ДНК,
з якою зв’язується білок р53 [15].
Тому активація цього фактора
сигналізує про стресовий стан
клітин. Одержані нами резуль-
тати підтверджуються даними
інших досліджень, у яких пока-
зано [16], що більш суттєвих
проапоптотичних змін за умов
ішемічного ушкодження голов-
ного мозку зазнають нервові
клітини.
Висновки
1. Двобічна каротидна ішемія-
реперфузія зумовлює зростан-
ня щільності розташування і
відсотка р53+ нервових клітин
у корі лобової частки півкуль
головного мозку та відсотка
р53+ гліальних клітин на 12-ту
добу ішемічно-реперфузійного
періоду.
2. Ішемічно-реперфузійне
ураження головного мозку по-
рушує морфометричні пара-
метри р53+-нейроцитів і гліоци-
тів кори лобової частки як у
ранньому, так і пізньому періо-
дах спостереження.
Перспективи подальших
досліджень. Результати свід-
чать про доцільність вивчення
продуктів експресії інших генів,
які реагують на ішемічно-репер-
фузійне ушкодження головно-
го мозку.
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